1. Fixace N v SirSim kontextu

Biologicka fixace vzdusného dusiku predstavuje z hlediska globalni bilance N,
dilezity proces jimz je plynny dusik asimilovan do Zivé biomasy. Z povahy vazby mezi
atomy dusiku (vysoce stabilni trojnd vazba) vyplyva, Zze se jednda o energeticky
narocny proces (ze stechiometrie je patrné, ze na jednu redukci N, je spotfebovano
16 ATP). Pouze u omezené skupiny organismd (jedna se vyhradné o prokaryota), se
v procesu evoluce vyvinul mechanismus, jimz je molekula N, Stépena a asimilovano
primo do organické hmoty. V dnesni dobé je znamo nékolik desitek prokayotnich
rodl (aerobnich ¢i anaerobnich, fototrofnich Ci heterotrofnich) vlastnici tento unikatni
enzymaticky systém zvany nitrogenaza. Rada z nich Zije volné v pidé & na jinych
substratech (napf. rod Azobacter), jiné vstoupily v procesu evoluce do symbiotickych
spojeni (nejznaméjsi bakterie Rhizobium s rostlinami Celedi Fabaceae ¢i aktinomycety
rodu Frankia s olSi). Mezi pozoruhodnou skupinu fixatord patfi téz sinice

(Cyanobacteria).
N, + 8[H] + 16 ATP —
2NH; + H,; + 16ADP + 16P;

Stechiomertie procesu

2. Néco malo o nitrogenaze

Jak jiz bylo zminéno, nitrogenaza je unikatni a pravdépodobné prastary
enzym, jenz se vyvijel jesté v obdobi kdy byla zemska atmosféra bezkyslikata. Sklada
se ze dvou proteinl, jenz od sebe mohou voIné disociovat:
e MoFe protein (nitrogenase 2, dinitrogen reductase) — hlavni protein
provadéjici vlastni redukci, obsahuje v aktivnim centru molekuly molybdenu nebo
vanadu (takzvané alternativni nitrogenazy)
e Fe protein (nitrogenase 1, nitrogenase reductase) — prenasejici elektrony
z feredoxinu na hlavni priotein, tato podjednotka je extrémé citlivda k molekulam O

jenz ji inhibuji. (viz obr. 1)
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Obr.1: Nitrogenaza — enzymaticky komplex slozeny z MoFe a Fe proteinu.

V pribéhu vyvoje zemské atmosféry vSak v davné minulosti nastal dilezity
zvrat a to vdobé, kdy se vzemské atmosfére zacCal objevovat kyslik. Organismy
musely svlj vnitfni metabolismus pfizplsobit pro fungovani nitrogenazy tak, aby pro

ni zajistily mikroaerobni podminky.

3. Fixace N u sinic

U sinic se stretavaji dva zdanlivé neslucitelné procesy. Ve vSech vegetativnich
bunkach probiha fotosyntéza, ktera vede k uvolfiovani molekul kysliku. Ty jsou vSak
toxické pro nitrogendzu. Z tohoto dlivodu se u sinic vyvinuly strategie prostorové a
casové separace fotosyntézy a fixace N.. U vldknitych sinic fadu Nostocales a
Stigonematales dochazi pri nedostatku dusikatych sloucenin k diferenciaci bunék

specializovanych na fixaci — heterocyt.

3.1. Heterocyty (Heterocysty)

V pribéhu pretvareni vegetativni buriky na heterocyt dochazi k celé sekvenci
hlubokych zmén ve strukture i funkci buriky. Jako prvni se uklada trojvrstevna sténa
vné plvodni bunécné stény. Vrstva je tvofena vnitini glykolipidovou, prostredni
polysacharidovou a vnéjSi vrstvou tvofenou nekompaktnimi vildkny téhoz

polysacharidu (proces je fizen pro glykolipid hgl C,D,E,K a devABC geny, a pro

2



polysacharid hep A,B,C,K — viz obr.3). Tento krok je na burice patrny jiz po 6-12
hodinach od zapoceti diferenciace. Vysledkem je metabolicky jeSte vegetativni brika
se silnou bunécnou sténou — toto stadium nazyvame proheterocyt. Nasleduje rada
biochemickych zmén - systém thylakoidl je uvniti burky zcela prestavén v novy
membranovy systém, zcela mizi fotosystém II s OEC (centrem pro Stépeni vody a
uvoliovani kysliku), zatimco Fotosystém I (PSI) a cytochromalni komplexy jsou
zachovany. PSI uskuteciuje cyklicky transport vedouci ke generaci ATP, na
cytochromech probihd dychaci fetézec (jeden z ochrannych prostiedkl heterocyty
vedouci ke snizeni hladiny O,). Dale pak mizi z burfiky RuBisCo. Poslednim krokem je
syntéza vlastnich enzym( provadéjicich reakci. Kromé nitrogendzy (vétSinou se u
sinic vyskytuje nitrogenaza s MoFe proteinem, byly vSak nalezeny kmeny napf.
Anabaena s alternativni V-Nitrogenazou) jsou syntetizovany enzymy majici za ukol
preneseni vzniklého amonného iontu na glutamat - GS-glutamin syntetaza, ale téz
enzym zajiStujici regeneraci glutamatu ve vegetativnich bunkach (GOGAT).
Transportni slouceninou je tedy glutamat, ten prochazi do okolnich veg. bunék,

zatimco glutamat se vraci zpét do heterocyty.
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Obr.2: Transport glutaminu ven z heterocyty

Cely proces diferenciace je striktné regulovan a trva cca 12-20 hodin. Zraly
heterocyt komunikuje se sousednimi vegetativnimi bunkami pres polarni noduly
(septa v misté styku s vegetativnimi burikami). Jedna se o slozité strukturovany por

ktery je perforovany nékolika desitkami mikroplasmodesmat, jimiz mimo zminény
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transport dusikatych sloucenin dodavaji okolni bunky nutné redukéni ekvivalenty
NADH. Z tohoto dlvodu dochdazi u heterocytdznich sinic v noci ke znacnému snizeni
ucinnosti fixace (fotosyntéza v okolnich burikach se zastavuje a tak nejsou schopny
dodavat NADH). Z vySe uvedenych informaci vyplyva nutnost striktni regulace celého
procesu.

Na regulaci celého procesu diferenciace se Ucastni celd kaskada zahrnuijici cca
60 gend a jejich produktd (zjednodusené viz Obr3). V podminkach, kdy se snizi
koncentrace dusikatych sloucenin dochazi k expresi genu NtcA (globalniho regulatoru
prijmu dusiku). Jeho produkt se vaze jako regulator pfed fadu genl a zplsobuje
jejich expresi (zejména genl enzymi slouzicich na pfijem nitrard a nitritd). Pokud
vSak zadné dusikaté slouceniny nejsou pfitomny, zplsobi Ntc expresi HetR (gen pro
zapoCeti dif. heterocyt). HetR ma za Ukol zapoceti celé kaskady premén (viz obr.3).
Pravdépodobné nejzajimaveéjsi je vSak fizeni pravidelného rozestupu mezi heterocyty.
Heterocyty se vyvijeji na vlaknech (alesporn u modelovych sinic) v pravidelnych
rozestupech 15-20 bunék (ono to tak bez vyjimky neplati ani u modelovych sinic)
Predpoklada se, ze vyvijejici se heterocyt produkuje do okolnich bunék inhibitor
diferenciace. Adeptem na tuto funkci je maly pentateptid PatS, ten je produkovan jiz

od ranného stadia diferenciace a inhibuje U¢inek HetR. Navic inaktivaci genu patS
vzniknou mutanti se zcela chaotickym rozlozenim heterocyt.
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Obr.3: Vztah mezi hlavnimi regulaénimi geny pfi diferenciaci heterocytu



3.2. Trichodesmium a diazocyty, aneb jak se fixuje v mori

Obdobny systém prostorové separace
fotosyntézy a fixace je uplatiovan jesté u
nékolika sinic. NejznaméjSim zastupcem u
néjz se vyskytuje zplsob jakési primitivni
bunécné diferenciace je morsky rod
vlaknitych sinic Trichodesmium. Tyto sinice ;
tvofi dlouhd vldkna vegetativnich bunék T. thiebautii
uskupena do kulovitych & svazeckovitych
kolonii. Drive panoval nazor, Ze kfixaci
dochazi uvnitf kolonie, byl vSak zahy popren
novymi poznatky. Na vldkné dochazi
k primitivni diferenciaci, ktera neni patrna
v optickém mikroskopu a odehrava se

vyhradné na biochemické Urovni. Na vilakné T. erythraeum

se vyCleni kratky usek cca 5 vegetativnich Qpr.4: Rod Trichodesmium

bunék v nichs prestava fungovat www.who/edu/science/B/people/ewe
bb/Trich.html
fotosynteticky systém a probihd pouze

dychani. Nasledkem sniZzeni koncentrace kysliku a dochazi kexpresi gend pro
nitrogenazu. Tyto primitivné diferenciované buriky nazyvame diazocyty. Nutno fici,
Ze ackoliv je pravdépodobné tento zplsob fixace méné efektivni nez u heterocytu,
z ekologického hlediska tvofi rod Trichodesmium nesmirné ddlezité fixujici

spolecenstvo tropickych a subtropickych mofi.



3.3. Casova separace

Heterocyty a diazocyty jsou typickym prikladem prostorové separace dvou
déjli. U sinic se vSak vyvinulo téZz ¢asové oddéleni obou déjli. U fady vlaknitych Ci
kokdlnich typl (viz Tab. 1) dochdzi béhem dne ve vegetativnich bunkach

k fotosyntéze, coz vede k ziskani energie potfebné pro rlst a akumulaci NADP a ATP.
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Obr.5: SchénSické znazoméni difgmiky fixace N, uznych
typu sinic.

V noci pak dochazi v dlsledku dychani ke sniZeni hladiny O, uvnitf bunky a je
nastartovan proces fixace (dynamika procesu je ukazana na obr. 5). Tento zplsob

byl nékolikrat spolehlivé prokazan (napr. Plectonema boryanum, Aphanothece).

Tab.1: piehled rodd u nichz byla prokazana Casova separace fixace a fotosyntézy

rod sinice pocet pozitivnich kmené (2)
kokalni aerobni fixace anaerobni fixace







